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RESUMEN
De un estudio sobre la presencia de especies bacterianas fijadoras de N2 de los géneros Beijerinckiay 
Derxia en suelos de la Prov de Bs. As. se logró aislar e identificar una levadura capaz de desarrollar 
abundantemente en cultivos exentos de nitrógeno combinado. La misma fue clasificada como perteneciente a la 
subfamilia Lipomycetoidea. género Lipomyces, especie tetrasporus.
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SUMMARY
YEAST IDENTIFICATION (Lipomyces tetrasporus) ASSOCIATED WITH 
DIAZOTROPHIC BACTERIA IN SOILS OF BUENOS AIRES (Argentina).
For this work we use information of a study about the presence of bacteria species which fix atmospheric 
nitrogen of the genera Beijennckia and Derxia in  soils of Buenos Aires. Thus, we could isolate and identify a yeast 
which had abundant growth in culture medium withouth combined nitrogen. The yeast was classified in the sub­
family Lipomicetoidea, genus Lipomyces. species tetraSporus.
Key words: yeast, lipomyces tetrasporus, diazotrophic bacteria.
INTRODUCCION
La presencia de levaduras en medios de 
cultivo exentos de nitrógeno combinado no es 
habitual, ni tampoco un hecho informado con 
cierta frecuencia. Sin embargo, existen algunos 
antecedentes, yaque la revisión realizada permi­
tió extraer las siguientes citas: 1) Starkey (1946), 
durante un estudio de fijación de N2por microor­
ganismos del suelo encontró colonias de levadu­
ras mucosas culturalmente similares a las de 
Azotobacteren suelos cultivados con citrus. Este 
aislamiento y posterior estudio fue incorporado 
por Lodder et al. (1952) como Lipomyces starkeyi,
2) Becking, estudiando el género Azotobacteren 
suelos de Trinidad Tobago y luego Dommergues 
en Nigeria lograron identificar este género de le­
vaduras en medios de cultivo libres de nitrógeno 
combinado, según cita de Lodder J. (1970) como 
Lipomyces kononenkoae.
Probablemente la poca información exis­
tente debiera atribuirse a la similitud entre las 
características culturales de ambos microorga­
nismos, pasando desapercibida la presencia de 
esta levadura. Frontera et al (1983) en un estudio 
sobre la presencia de especies bacterianas fija­
doras de N2 de los géneros Beijerinkia y Derxia en 
suelos de la Prov. de Bs. As. lograron aislar e
Revista de la Facultad de Agronomía. Tomo 65. Entrega 1 2 1989
identificar una levadura capaz de desarrollar 
abundamentemente en medios de cultivo exen­
tos de nitrógeno combinado. La misma se clasifi­
có como perteneciente al género Lipomyces, 
según el Manual de Lodder y Kreger van Rij 
(1970) posteriormente el mismo autor (comunica­
ción personal) comprobó por medio de cromato­
grafía en fase gaseosa la formación del típico pico 
de etíleno por reducción de acetileno inyectado. 
Sin embargo, el análisis posterior de las muestras 
mostraron la presencia de bacterias libres asocia­
das a la levadura a pesar de las extremas precau­
ciones ensayadas para mantener los cultivos 
puros. La hipótesis que actualmente se investiga 
es la de presumir un mecanismo de endosimbio- 
sis mutualista que se transforma en una asocia­
ción sinérgica al romperse algunas células leva- 
duriformes. Existe alguna información bibliográfi­
ca respecto de la fijación de nitrógeno por medio 
de algunas levaduras, aunque los autores han 
propuesto un mecanismo similar a los de los 
oligonitrófilos (Waksman, 1932).
Este trabajo tuvo por objetivo principal la 
identificación de una levadura asociada a bacte­
rias diazótrofas.
MATERIALES Y METODOS
Las muestras de suelo estudiadas fueron 
provenientes de las localidades de Azul (Bruni- 
zen con B textural) Baleares (Brunizen con B 
textural) Barker (Brunizen con B textural) Ramallo 
(Argiudol típico) Carmen de Areco (Argiudol típi­
co) Gral. Belgrano (Hapludol thaptoárgico) 
González Cátan (Argiudol típico) Rojas (Argiudol 
típico) y San Nicolás (Argiudol vértico).
Las muestras que fueron el resultado de la 
mezcla de 4 subtomas del potrero elegido (apro­
ximadamente 500 g.) se depositaron en bolsas de 
polietileno hasta su llegada al laboratorio. En éste 
se dejaron estabilizar durante 15 días despa­
rramándoselas en bandejas de plástico en cáma­
ras aisladas del ambiente.
En los suelos de Rojas y San Nicolás hubo 
desarrollo positivo de la levadura. Para el aisla­
miento y posterior identificación se siguió la técni­
ca de incubación de suelos, agregando como 
substancias energéticas sacarosa al 1,5% y lac­
tosa al 1,5%. Se llevó el suelo al 70% de su 
capacidad de retención con agua esterilizada. 
Las muestras se incubaron en una estufa a 282 C 
y a partir de los 7 días y hasta los 15 días se 
extrajeron alícuotas de las mismas.
Los análisis microbiológicos de aislamien­
to se realizaron siguiendo el método de la sobre­
capa en silico-gel de Amor Asunción (1965). Las 
diluciones de suelo sembradas fueron hasta 10'6/ 
0,5 mi. y las levaduras fueron encontradas en la 
dilución 10 a/0,5 mi. De los aislamientos realiza­
dos se purificaron las colonias en el medio de 
Jensen modificado por Frontera (1983). La iden­
tificación se hizo según las características cultu­
rales morfológicas y fisiológicas recomendadas 
por los Manuales de Lodder et al (1970) y de 
Kreger van Rij (1984).
Para el ensayo de fijación de nitrógeno se 
utilizaron cultivos puros de la levadura en medios 
de cultivo líquidos y agarizados de Jensen (1960) 
y de Jensen modificado por Frontera (1983). Los 
materiales fueron puestos bajo una atmósfera 
libre de gases amoniacales: para ello se usó una 
campana de vidrio asentada sobre una base de 
vidrio sellada con “plastilina" y conectada a una 
bomba de vacio alimentándose con aire previa­
mente pasado por una solución de ácido sulfúrico 
1 N. Después de una semana se cambiaron los 
tapones de algodón de los envases donde cre­
cían los microorganismos por otros de goma 
esterilizados y sellados con tapitas de aluminio 
(similares a las de los envases de antibióticos) 
para inyectar acetileno. El método de inyección 
de acetileno y determinación luego de etíleno se 
realizó en un cromatografo de gases Perkm- 
Elmer según la técnica de Amor Asunción (1977) 
como evidencia de fijación de nitrógeno molecu­
lar.
La prueba de asimilación de hidratos de 
carbono se ensayó en el medio de Wickerhamy 
Burton (1948) modificando el agregado de vitami­
nas por gotas de agua de levadura. Se sembró en 
profundidad, posteriormente se agregó el medio
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de cultivo y se dividieron las placas de Petri por 
medio de la técnica del auxonograma. En cada 
sector se hizo un toque con cada hidrato de 
carbono a ensayar, ellos fueron: glucosa, galac­
tosa, sorbosa, maltosa, sacarosa, etanol, meli- 
biosa, rafinosa, almidón, D manitol, D xilosa y 
lactosa.
La asimilación de nitratos se llevó a cabo 
en un medio mineral agarizado y compuesto por: 
glucosa 2%, fosfato monopotásico 0,1%, sulfato 
de magnesio x 7 de agua 0.05%, agar 2%, nitrato 
de potasio 0,78% y agua destilada 1 I.
RESULTADOS Y DISCUSION
Características morfológicas: en el medio 
de agar mosto de malta las colonias desarrollaron 
abundantes colonias ambarinas cremosas y con­
vexas a los 7 días en temperaturas de incubación 
de 28? C.
Los preparados microscópicos con 600 
aumentos mostraron células esféricas de 4,7 a 11 
mm de diámetro, cuerpos lipidíeos por lo general 
central y grandes, hasta ocupar casi todo el
volúmen celular (Fig. 1) en algunas levaduras 
hasta 2 o 3 glóbulos lipidíeos grandes. La colora­
ción del cuerpo lipídico se realizó con Sudan 
Black B. La presencia de cápsulas fue positiva 
ante una coloración en negativo con nigrosina.
Se observó que la reproducción asexual 
es por gemación multilateral en la mayoría de las 
células (Fig. 2). Sexualmenfe la reproducción es 
por ascosporas y lo más frecuente fue la presen­
cia de 4 por asea. También fue distinguible la 
unión del asea a la célula madre que a su vez 
podía estar gemando. El estudio de esporulación 
fue por la técnica de coloración con verde de
malaquita y por 
microscopía elec­




recer a las 72 h. 
cuando se las culti­
vó en un medio defi­
ciente en nitrógeno 
Para esta prueba se 
usaron cultivos en 
estría de 1 mes de 
desarrollo, colocán­
dose unaansadaen 
5 mi. de agua desti­
lada y estéril, de 
esta forma ya fue 
posible observar 
detalles de la espo­
rulación a las 24 h.
La clasificación de la especie como perte­
neciente al género Lipomyces se resolvió sin 
lugar a dudas por la presencia de estrías longitu­
dinales en las esporas (Fig. 3).
Las características fisiológicas observa­
das fueron: poseen metabolismo solamente oxi- 
dativo, no se han puesto de manifiesto productos 
de fermentación, cuando se utilizaron los azúca­
res ensayados en medios de cultivo para fermen­
tación con campanita de durhan. La oxidación fue 
positiva para los siguientes azúcares: glucosa,
Foto 1: Observación de células de levaduras con glóbulo lipídico ocupando 
casi todo el volúmen celular (600 x).
Observation of yeast cells with lipidie globules wich accupy almost all the 
celular volume (600 x).
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Foto 2. Se observa 
gemación múltiple y 
también algunos tu 
bos de germinación 
conteniendo ascos- 
poras en número va 
riable (600 x).
Observation of mul­
tilateral budding and 
some germinations 
tubes containing as 
cospores in variable 
number (600 x).
Foto 3: Observa 
ción de típicas es 
trias longitudinales 
de Lipom yces  
tetrasporus (7500 
x ) .
Observation of the 
tipical lenghwise 
ridges of Llpomy- 
ces te trasporus  
(7500 x).
galactosa, sorbosa, maltosa, sacarosa, etanol, 
melibiosa, rafinosa, almidón, D manitol, D xilosa. 
Solamente la prueba de asimilación oxidativa fue 
negativa para la lactosa. La prueba de asimilación 
de nitratos fue negativa, no hubo desarrollo cuan­
do creció con esta única fuente de nitrógeno.
El abundante desarrollo obtenido en me­
dios de cultivo exentos de nitrógeno combinado y 
la formación de etileno a partir de acetileno indi­
caría que es posible que en esta especie funcione
un mecanismo de endosimbiosis mutualista ya 
que los manuales de clasificación microbiológica 
en sus últimas ediciones consideran factible esta 
asociación. La prueba de cromatografía en fase 
gaseosa es la vía más adecuada para confirmar 
este hecho. Se hace necesario, en primer lugar, 
separar ambossimbiontesy en segundo lugarve- 
rificar la presencia del endosimbionte dentro del 
cuerpo celular de la levadura identificada. Esto 
puede lograrse por microscopía electrónica de
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transmisión. Esta hipótesis será objeto de próxi­
mas investigaciones.
CONCLUSION
La levadura encontrada asociada a bacte­
rias diazotrof as de los suelos fue clasificada como 
Lipomyces tetrasporus. Las características ensa­
yadas corresponden a las descriptas en los 
manuales consultados. El detalle sobresaliente y 
definitorio es la formación de estrías longitudina­
les o arrugas en las esporas, situación que no se 
describe en las restantes especies y que es 
usada por Kreger van Rij (1984) como caracterís­
tica taxonómica fundamental para ubicar la espe­
cie.
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